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              1.研究目的
 心筋の虚血/再灌流 (1/R) による細胞死には, apoptosis と necrosis の双方の形態が混在する。
 また, 高血圧による肥大心では1/R 障害が増悪することが報告されている。 Apoptosis による細
 胞死で重要な caspase family や, 白血球の組織浸潤で重要な chemokine family は心筋 1/R 障
 害に深く関与する可能性が推定される。 しか し, caspase や chemokine famiエy の 1/R 障害にお
 ける動態や高血圧性肥大心での挙動は未だ十分に検討されていない。 そこで, ラット心筋 1/R
 障害モデルでの caspase および chemokine とその受容体の遺伝子発現を検討 し, 併せて高血圧
 性心肥大の影響もspontaneously hypertensive rat (SHR) を用いて比較検討した。
              2.研究方法
 17 週齢雄性 Wistar-Kyoto rat (WKY) と SHR の左冠動脈近位部を結紮 し, WKY には 15
 分または 30 分, SHR には 15 分の虚血を与えた。 再灌流後経時的に心摘出 し, 左室の血流遮断
 部を偽手術群の相同部位と比較した。
 病理組織学的にはapoptosisの解析を TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 法
 で, necrosis の解析を clusterin の免疫染色で行った。
 また, 生化学的には caspase および chemokine family の mRNA 発現 レベルを RT-PCR 法で
 解析 した。
              3.研究結果
 Clusterin 染色による血流遮断面積中の梗塞面積比は, WKY15 分 1/R 群に比較して, WKY30
 分1/R 群で高い傾向が認められ, SHR15 分 1/R群では有意に高かった。 また, TUNEL 染色陽
 性細胞は, WKY・SHR ともに梗塞部周辺に混在 して認められた。
 Caspase-1 および一2 の発現レベルは, WKY, SHR ともに 1/R により変化しなかった。 一方,
 caspaseカスケー ドの下流で重要な caspase-3 は, WKY I/R群において, 再灌流 24 時間後に発
 現レベルが増加したのに対して, SHR では再灌流3時間後には増加 し, WKY に比較して有意
 に高かった。 また, caspase-6 の発現レベルは caspase-1・一2 と同様であった。
 強力な好中球走化性を持つ CXC chemokine であるgrowth related oncogene (GRO) の発
 現レベルは, WKY I/R群で, 再灌流3時間後から増加した。 その受容体である CXC
 chemokine receptor-2 (CXCR2) も, WKY IIR群で, GRO と同様の増加傾向が認められた。
 一 278 一
 SHR IIR群における GRO は, WKY と同様に再灌流早期より増加したが, その発現 レベルが
 WKY よりも3, 6時間後に有意に高かった。 SHR IIR群における CXCR2 の発現レベルも,
 再灌流6時間後に WKY より も有意に高かった。
 CC chemokineは単球走化性を有することで知られるが, その受容体であるCC chemokine
 receptor-2 (CCR2) およびCC chemokine receptor-5 (CCR5) は, WKY IIR群で血流再開後
 に発現 レベルが漸増した。 CCR2・CCR5 では, SHR15 分 1/R 群の発現 レベルも漸増したが,
 CCR2 は再灌流 24 時間後に WKY よりも有意に高くなった。 一方, 好中球などからもリガンド
 が産生される CCR5 の SHR での発現 レベルは, 再灌流6時間後には WKY よりも有意に高かっ
 た。
 また, CXC chemokineのうちリンパ球走化性に作用する CXC chemokine recep七〇r-4 や, 同
 様の作用を持つC chemokine である lymphotactin の発現 レベルは, WKY, SHR ともに 1/R
 により変化 しなかった。
 尚, WKY15 分および30 分 1/R群間や WKY, SHR の偽手術群間では, 以上述べた caspase,
 chemokine およ び受容体の発現 レベルに差異は認められなかった。
               4.結 論
 今回検討した caspase のうちでは, caspase-3 の発現 レベルが再灌流中に増加した。 SHR での
 caspase-3 の発現 レベルは WKY よりも再灌流早期から増加した。 また, chemokine では, 1/R
 後に GRO, CXCR2, CCR2, CCR5 の発現レベルが増加したが, SHR ではこれらのうち好中球
 走化性に関連する GRO, CXCR2, CCR5 の発現レベルが再潅流早期からWKY より増加した。
 そのため, SHR の肥大心における再灌流障害の程度に平行してこれらの遺伝子発現 レベルが増
 加した可能性が考えられた。 以上より, 1/R 障害における特定の caspase や chemokine およ び受
 容体の変化が, 高血圧性肥大心における障害の指標として有用である可能性が示唆された。 さら
 に, これらの遺伝子発現レベルの検討は, 心筋 1/R障害予防のための阻害薬開発などにも寄与
 する可能性 が考え られた。
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 審査結果の要旨
 冠動脈疾患に対 して近年開発された再灌流療法により, 急性心筋梗塞後の致死率は大幅に低下
 した。 その一方で, 多くの虚血/再潅流 (1/R) 実験から, 再灌流を行うと一定の状況下では心
 筋障害が進行することが判明 してきた。 心筋の 1/R による細胞死には, apoptosis と necrosls の
 双方の形態が混在し, 高血圧性心肥大があると 1/R 障害が増悪することも報告されているが,
 心筋の 1/R 障害の機序に関 しては未だ十分には検討されていなかった。
 細胞内 apoptosis シグナルは, 最終的に caspase family により形成される共通経路に流れ込
 むため, apoptosisによる細胞死において, caspase family は細胞死の実行に中心的に関与して
 いる。 また, 白血球が, 心筋組織へ侵潤し活性化されて necros重s を促進することから, 白血球
 の組織侵潤に重要な chemokine family が心筋 1/R 障害に深く関与する可能性が示唆されてい
 る。 事実, ラッ ト心筋 1/R モデルにおいて, caspase 阻害薬や chemokine である interleukin-8
 の抗体の投与により心筋梗塞サイズの縮小と心機能の改善が得られることが報告されている。 一
 方, caspase や chemokine family は近年多数発見されてきているため, 1/R 障害にどれがどう
 関与 しているかを検討 した硯究が求められていた。 我々の研究はまさにこの点を明 らかに したも
 のであり, ラッ ト心筋 1/R 障害モデルで, 多くの caspase 及び chemokine とその受容体の遺伝
 子発現を検討し, 併せて高血圧性心肥大の影響も spontaneously hypertensive rat (SHR) を
 用いて比較検討している。 その結果, caspase family のうちで, caspase-3 の遺伝子発現レベル
 のみが心筋の 1/R により増加 した。 また, caspase-3 の遺伝子発現レベルの再灌流早期からの増
 加が, SHR の高血圧性肥大心における 1/R 障害の指標となる可能性が初めて示唆された。 また,
 chemokine family のうちでは, GRO や CXCR2, CCR5 などの好中球系 chemokine やその受容
 体の発現レベルが, 組織障害に平行して再灌流早期から増加 していた。 特に, SHR における遺
 伝子発現レベルが WKY より増加 していたの も, これらの chemokine family であった。
 このように, 本研究の 1/R により, 特定の caspase, chemokine 及びその受容体の挙動が明
 らかにされたことは, 心筋 1/Rの機序解明に役立つばかりでなく, 心筋 1/R 障害予防のための
 caspase, chemokine 及びその受容体の新 しい阻害薬開発などにも寄与する可能性が考えられ,
 意義深い研究である。 よって, 学位に十分値するものであると思われる。
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